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Artigo Geral 5

Cristalografia: 100 Anos
no Caminho da Inovacao

Leonardo R. Almeida, Jhonata J. Silva, Vitor S. Duarte,
Thalita N. S. dos Santos & Hamilton B. Napolitano.

A cristalografia ¢ uma metodologia cientifica de exceléncia interdisciplinar, que
surgiu como umadas mai spromissorasinovagdesdos Ultimos 100 anos, considerando sua
@ ampla aplicacdo e importancia do ponto de vista tecnoldgico e de propriedade intelectual @
envolvida—que permite conhecer a estrutura de um composto quimico, desde que esteja
no estado solido cristalino sem nenhuma informagdo a priori. O conhecimento do
arranjo tridimensional molecular € umas das principais e mais importantes informacoes
para as ciéncias moleculares. A metodologia cristalografica ¢ baseada em fundamentos
como difragdo de raios X por sélidos cristalinos, simetria, Lei de Bragg ¢ a transformada
de Fourier.

Palavras-chave: Cristalografia; Difragdo de raios X; Lei de Bragg.

Crystallography is a scientific methodology of interdisciplinary excellence, which
has emerged as one of the most promising innovations of the last 100 years, considering
its wide application and importance, from atechnological point of view and intellectual
property involved, which allows to know the structure of achemical compound, since it
isinthecrystalline solid state without any a priori information. Knowledge of the three-
dimensional molecular arrangement is one of the main and most important information
for molecular sciences. The crystallographic methodology is based on fundamentals
such as X-ray diffraction for crystalline solids, symmetry, Bragg's Law and the Fourier
transform.

Keywords: Crystallography; X-ray diffraction; Braggs Law.
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Introducéo

Apos 100 anos de desenvolvimento, a cristalografia
de raios X consolidou-se como uma metodologia
de referéncia para estudar a estrutura atémica, as
propriedades dos materiais e atualmente encontra-
se no centro de varios dominios cientificos. O ano de
2014 foi declarado pela UNESCO (United Nations
Educational, Scientific and Cultural Organization) o
“Ano Internacional da Cristalografia” em comemoracao
a0 centenario de seu nascimento, homenageando os
trabalhos pioneiros de Max Von Laue, Wiliam Henry
Bragg e William Lawrence Bragg®.

A cristalografia ¢ uma metodologia cientifica
extremamente importante para diferentes areas da
ciéncia, sendo que sdo 30 prémios Nobel até o momento,
envolvendo a metodologia. Alguns laureados destacam-
se como Wilhelm Conrad Rontgen que, em 1901, ganhou
o primeiro Prémio Nobel de Fisica pela descoberta dos
raios X; em 1914, M. von Laue e seus colaboradores pela
descobertadadifracdo deraios X e estudo da deteccéo da
interferénciadas ondas difratadas, comprovando o caréter
ondulatdrio da radiacdo de raios X e a periodicidade do
estado cristalino; em 1913, W. H. Bragg e W. L. Bragg
pela deducdo da equagdo conhecida como Lei de Bragg,
que fornece informacGes sobre o reticulo cristalino
a partir do fenbmeno da difracdo; em 1964, Dorothy
Crowfoot Hodgkin ganhou o Prémio Nobel de Quimica
pela revelagdo da estrutura de um grande nimero de
moléculas biologicas, incluindo o colesterol, a penicilina
e ainsuling; em 1962, John Cowdery Kendrew e Max
Ferdinand Perutz elucidaram a estrutura cristalina de
uma proteina, o que lhes concedeu o Prémio Nobel de
Quimicaz34,

Atualmente, maisde90.000proteinas, &cidosnucleicos
e outras moléculas biologicas foram determinadas,
baseando-se na cristalografia de raios X. No século XX,
James Dewey Weatson, Francis Harry Compton Crick e
Maurice Hugh Frederick Wilkins elucidaram a estrutura
cristalina do DNA, a partir das experiéncias de difracéo
realizadas por Rosalind Elsie Franklin. A descoberta
da dupla-hélice abriu caminho para a cristalografia das
proteinas e das macromoléculas, fundamental para a
Biologia e paraaMedicina atual. Nos tltimos 50 anos, a
cristalografia e os métodos cristalograficos continuaram o
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Seu processo evolutivo, recentes trabalhos na area foram
laureados com Prémio Nobel, como pela identificag@o
da estrutura de um ribossomo e a forma como é
interrompido por antibidticos (2009), pela descoberta
do funcionamento interno de uma importante familia de
receptores celulares, que comandam grande parte das
fungdes do corpo humano (2012).

O conhecimento da estrutura molecular e cristalina
de um composto € importante para o entendimento das
propriedades fisico-quimicas e estudos de aplicacéo.
Entretanto, poucas sdo as metodologias disponiveis
quando se faz necess&rio saber a distribuicdo espacia
relativa dos &omos constituintes de uma dada molécula.
Estas metodologias incluem: Difracdo de Raios X
por Monocristais, Difracdo de Néutrons, Ressonancia
Magnética Nuclear, Espalhamento de Raios X a Baixo
Angulo, Microscopia Eletronica, Modelagem Tebrica e
outros. Sendo que ametodologia cristalografica apresenta-
se como a mais adequada devido a ata resolugdo com
gue pode descrever a densidade el etrénice’.

A cristalografia ¢ um ramo da ciéncia que estuda
a estrutura da matéria em nivel atdmico, com a
classificacdo e interpretacdo geométrica da estrutura
dos cristais. E compreendida de forma interdisciplinar
nas areas da fisica, quimica, biologia molecular,
ciéncias dos materiais e minerologia?2. Em Fisica e
na Ciéncia dos Materiais, € indispensavel na relacdo
entre as propriedades fisicas e a estrutura interna
dos solidos. Na Quimica, os parametros estéricos de
novos compostos ou complexos sdo obtidos, devido
a caracterizagdo de sua estrutura. Na Biologia e
Bioguimica, a potencialidade de uma molécula esta
vinculada com a sua estrutura tridimensional. Em
Medicina e Farmacologia, a atividade de alguns
farmacos esté relacionada com as interagdes entre o
farmaco e receptor, aexplicacéo desta acao é resultante
do conhecimento estrutural de ambos®.

A metodologia cristalografica ¢ baseada no fendmeno
da difracdo, e fornece o conhecimento da disposicéo
tridimensional dos &omos na estrutura molecular para
compostos no estado cristalino, quando expostos a
radiacdo, ndo necessitando de nenhum conhecimento a
priori’. Como resultado do experimento da difracdo de
raios X, obtém-se asintensidades e as posi¢des dos feixes
difratados, apartir dosquais pode se obter aamplitude dos
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fatores de estrutura. Toda informag&o explicita das fases
dos fatores de estrutura é perdida durante o experimento,
0 que impossibilita a determinacdo analitica da estrutura,
a partir das intensidades medidas. Assim, as posicoes
atdbmicas sdo determinadas pelos valores maximos da
funcéo de densidade eletrbnica, e para que essa fungdo
sgja conhecida, torna-se necessario o conhecimento dos
fatores de estrutura (amplitude e fase) de cada reflexdo
coletadad®.

A patir do conhecimento tridimensional dos
atomos e das posices atdmicas individuais, podem-se
cacular as distancias interatdbmicas, angulos de ligagdo
e avaliar informactes sobre empacotamento molecular
e distribuicdo de carga molecular. Tais informacfes sfo
de grande interesse para os quimicos, bioquimicos e
bidlogos moleculares que estdo interessados na relagdo de
caracteristicas estruturais de efeitos quimicos e bioldgicos,
e expandem a compreensdo da estrutura el etronica, tensdo
molecular, e as interagdes entre as moléculas™.

DifragGo de Raios X

As ondas eletromagnéticas apresentam
0 comportamento caracteristico de sofrerem
interferéncia entre si, essa interferéncia propicia
mai ores desl ocamentos nos pontos em que 0s Maximos
ou 0s minimos coincidem, e menores deslocamentos
guando méximos coincidem com 0s minimos. De
acordo com a teoria eletromagnética classica, a
intensidade daradiacéo el etromagnéticaé proporcional
ao quadrado da amplitude das ondas. Portanto, as
regibes de interferéncia construtiva ou destrutiva
exibem, alternadamente, intensidades reforcadas ou
intensidades diminuidas'.

Osraios X sdoradiacdesde naturezael etromagnéticas,
com comprimento de onda muito pequeno em
comparagdo ao da luz visivel, foram descobertos em
1895 pelo fisico demdo W. Rontgen e ocupam no
espectro eletromagnético a regido entre os raios gama
e ultravioleta, tendo comprimento de onda que varia de
0,1 a100 A°. Experimentalmente, os raios X usados tém
intervalo de comprimento de onda, variando de 0,4 a 2,5
A. Os raios X geralmente sdo produzidos quando um
feixe de elétrons acel erados por um campo el étrico colide
com um alvo metélico, provocando rapida desacel eracdo
desse feixe de elétrons.
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Do ponto de vista da teoria quéntica, os raios X
podem ser compreendidos como um feixe de fétons com
energia hv. Pela alta frequéncia desta radiagdo, pode-
se perceber a evidéncia de que possuem ata energia,
conforme Equagéo (1) seu comprimento de onda depende
daenergia,

E=hv= Eq.()

em que h é a constante de Planck, ¢ € a constante da
velocidade da luz, v ¢ a frequéncia e A ¢ o comprimento
de onda da radiacac®.

Quando um feixe deraios X atinge algum material
cristalino, os elétrons de seus atomos séo forcados
a oscilar, devido ao campo elétrico que compde
a radiagdo incidente, tornando, segundo a teoria
classica da radiacdo eletromagnética, uma nova
fonte espalhadora em todas as dire¢fes. O fendmeno
da difracdo surge da interferéncia destas ondas
espalhadas pelos diversos espahadores discretos
que, quando arranjados ordenadamente, ou segja,
apresentam simetria translacional, possibilitam a
obtencdo da informacdo estrutural da molécula. A
difracéo pode ser explicada pelo principio de Huygens
que, qualitativamente, diz que “todos os pontos de uma
frente de onda de luz podem ser considerados fontes
puntiformes que produzem ondas secundarias’"#.

O fendmeno da difracéo é a interferéncia provocada
por um corpo colocado na trajetéria das ondas, e a
distribuicBo espacial da intensidade resultante dessa
interferéncia é chamada de Figura de difragdo. A difracéo
ocorre quando as dimensfes do corpo gque provoca a
difrac@o sdo comparaveis a0 comprimento de onda da
radiac8o™. O arranjo atdbmico dentro de um cristal s6 pode
ser elucidado experimentalmente, a partir do inicio do
século XX, com o desenvolvimento da primeira técnica,
adifrac8o deraios X pelos cristais que foi descobertaem
1911 pelo fisico alem&o Max Von Laue.

O método original de Von Laue consistia em passar
um feixe de raios X de ampla faixa de comprimento
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de onda através de um monocristal e registrar a Figura
de difracdo (Imagem do Padrdo de difracdo Figura 1)
fotograficamente. A ideia era de que um cristal poderia
ndo estar adequadamente orientado para atuar como uma
rede dedifracéo paraum Uinico comprimento de onda, mas
independentemente de sua orientacdo, a difragc@o poderia
ser alcangada, pelo menos, para um dos comprimentos
de onda, se um amplo intervalo fosse usado. Atualmente,
ha um interesse renomado nesta abordagem, com o uso
da radiacdo disponivel, a partir de fontes de sincroton,
gue cobre uma faixa continua de comprimento de onda
deraios X e sua alta intensidade reforca a sensibilidade
da técnica®.

Figura 1. Parte de um padréo de difracdo de raios X gerado por uma
pequena molécula.

Quase todo o trabalho moderno de cristalografia de
raios X € baseado no método desenvolvido por Willian
Henry Bragg e seu filho Willian Lawrence Bragg. Eles
usaram um monocristal e um feixe monocromético de
raios X e giraram o cristal até que uma reflexdo fosse
detectada.

A dedugdo da formula fundamental por W. L.
Bragg para andlise estrutural da matéria ocorreu
em 1912, sendo uma forma analitica de extrair
informacdes do fendbmeno da difracdo. A partir de sua
descricdo e da intensidade associada a cada direc&o
difratada, podemos obter diversas informagdes sobre

78 Revista Processos Quimicos

‘ ‘ Revista Processos Quimicos - Revisada 11.12.14.indd 78

aestruturadamatéria, taiscomo: (1) conhecimento do
tipo de reticulo cristalino associado ao ordenamento
dos &tomos; (2) estrutura molecular; (3) simetria
envolvidano empacotamento; (4) estruturacristalina,
entre outros. A utilidade pratica desta teoria pode ser
avaliada pela quantidade de estruturas moleculares
resolvidas, atingindo a ordem de centenas de
milhares, disponiveis, por exemplo, nos bancos de
dados do Cambridge Crystallographic Data Centre
(CCDC), para estruturas de moléculas pequenas,
e do Protein Data Bank (PDB), para estruturas de
macromol écul as.

Lei de Bragg

Com a descoberta da difracdo de raios X em
cristais por Von Laue, mostrou-se que este fenbmeno
poderia ser descrito em termos de difracdo de uma
grade tridimensional. Por outro lado, W. L. Bragg, em
1913, mostrou que a distribuic¢do angular da radiacéo
espalhada pode ser compreendida, considerando que
os raios difratados comportam-se como se fossem
refletidos, a partir de planos, passando através de
pontos da rede cristalina. Essa reflexdo é semelhante
ao espelho, no qual o angulo incidente da radiagao é
igual ao angulo de reflex&o®. Considerando um feixe
deraios X incidente num par de planos paralelos com
distancia interplanar d (Figura 2).

§=(s—150)/A

Figura 2. Representagdo esquemética (fora de escala) da equacéo de
Bragg. 6 ¢ o angulo entre o feixe de raios X incidente e o plano difrator
hkl. A diferenga de caminho entre as duas ondas espalhadas por A e C
¢ AC + CB = 2dhklsenf. A condi¢do de difragdo ¢ verificada quando a
diferenca de caminho for um multiplo inteiro do comprimento de onda
A. O modulo do vetor Shkl € o inverso da distancia interplanar dhkl.
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Osraios paraelosincidentes 1 e 2 formam um angulo
0 com esses planos. Supondo que os elétrons em A ¢ C
sejam forcados a vibrar por oscilacdo do raio incidente g,
como cargas vibratorias, irradiardo em todas as direcdes.
Especificamente, para a dire¢do onde raios paralelos
secundarios 1’ e 2’ emergem no angulo 6 como se fossem
refletidos pelos planos, uma intensidade maxima do feixe
difratado resultarg, se as ondas representadas por estes
raios estiverem em fase. A diferenga entre o caminho
otico das duas ondas espalhadas pelo contetido eletronico
deA e C é dado pela Equacéo (2):

§=AC+BC=r[s-s,) Eq.(2)

Sabendo que a radiagdo usada na maioria dos
experimentos de difragdo é monocromatica com um
unico comprimento de onda A, a diferenca de fase entre
as duas ondas sera dada conforme Equacéo (3):

-5 1
ﬁ:'=2—fr§=2?rr-( . o) _z2rs  Ea.0)
A

Emquer.Sdeveser umnumerointeiro, poisadiferenca
de fase ¢ igual a nA. Tomando as perpendiculares de A e
C, respectivamente, fica claro que os angulos AC = BC
= 0. Neste caso, AC = BC, e se AC + BC (igual a 2AC)
¢ um niimero inteiro de comprimento de onda (1), entdo,
asondasno raio 2 estardo em fase com as ondas do raio
1°. Como AC/d = sen 0 e n um numero inteiro, teremos
a expressdo descrita na Equacdo (4), conhecida como
lei de Bragg. Nesta equacdo, d corresponde a distancia
interplanar, 6 ao angulo de incidéncia, A a0 comprimento
de onda do feixe incidente e n é a ordem da difracéo.

2dsenf =nA Eq. (4)

Neste caso, consideraram-se somente as reflexdes de
dois planos, portanto, os méximos de difracdo séo pouco
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definidos e observados com uma variagdo relativamente
grande em relagdo ao valor de 0, que satisfaz a lei de
Bragg. Em cristais, porém, muitos planos compdem um
mosaico de blocos que constituem o cristal macroscopico.
Sob essas condi¢bes, 0 maximo de difragdo sera bem
definido somente para valores de 6 que estejam muito
proximos do valor que satisfaz a lei de Bragg. Como a
densidade eletrénica na cela unitéria de um cristal ndo
esta distribuida em planos, mas sim tridimensional mente
por toda a cela, a lei de Bragg néo retrata a realidade
dentro do cristal. Porém, néo se pode deixar de lado sua
importancia para o desenvolvimento da ideia de espagco
reciproco e para a elucidagéo da difragéo de raios X*,

A Densidade Eletrénica e o
Problema da Fase

Existem muitos fatores que afetam a intensidade dos
raios X no padréo de difracdo. Um deles depende apenas
da estrutura cristalina, € chamado fator de estrutura
Trata-se do efeito do espalhamento de ondas nas
direcdes hkl, devido a N &omos na cela unitaria. Cada
onda que contribui para esta resultante possui amplitude
proporciona a fj (fator de espalhamento atdbmico) e
a fase [2n(hxj + kyj + Izj)]. Expressa a soma do poder
de espalhamento de todos os &omos da cela unitaria,
em relacdo a um plano hkl. Esta relacionada, portanto,
a distribuicdo dos &omos na cela unitaria e a partir do
conhecimento da sua distribuicdo eletrénica. Pode ser
expressa de forma genérica para uma Unica cela unitaria,
conforme Equacéo (5):

N

F(id) =3 F, exp [z:n- (hx, +ky, +1z, }] (Eq. 5)

=t

A Equagdo (5) é conhecida como equagdo do Fator
de Estrutura F(hkl), que € uma medida da amplitude
de reflexdo para um conjunto de planos hkl. O fator
de estrutura € um ndmero complexo que representa o
espalhamento de raios X por todos os componentes da
cela unitaria. Os fatores de estrutura dependem somente
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da estrutura cristalina e ddo uma descricdo matemética
do padréo de difracdo. Se as posi¢des de todos os &omos
na cela unitéria sdo conhecidas, entdo, o correspondente
padrdo de difracdo pode ser calculado™.

A estrutura cristalinar(r) e o padréo de difragdo F(h)
estéo relacionadosentresi pel o procedimento matemético
da transformada de Fourier. Este teorema de grande
utilidade e importéncia, desenvolvido por Baron Jean
Baptiste Fourier (1768 - 1830), estabelece que qualquer
funcdo de uma varidvel continua de um valor simples
pode ser expandida como uma série de harmodnicos
(senos ou cossenos). A transformada de Fourier de uma
fungdo periddica € a soma das transformadas de Fourier
de suas componentes individuais, obtidas pela sua série
de Fourier™12,

O padréo de difracdo de um cristal é a analise de
Fourier da estrutura cristalina, correspondendo ao
padréo das ondas espalhadas por um feixe de raios
X incidente em uma amostra cristalina. Por sua vez,
a estrutura cristalina é a sintese de Fourier do padréo
de difracéo e é expresso em termos da distribuicéo de
densidade eletrénica concentrada em atomos'. Essa
ndo é possivel ser medida por nenhum método direto,
devido a limitagBes conceituais, fundamentadas na
incompatibilidade do olho humano em enxergar no
comprimento de onda da grandeza atdmica da matéria,
ndo seria possivel desenvolver, por exemplo, um
microscopio otico com tal resolucao, também ndo pode
ser obtido diretamente por céalculos porque as fases
relativas das ondas sao desconhecidas. Porém, o padréo
de difracBo pode ser medido pelo experimento de
difragdo de raios X. Durante o experimento, sdo obtidas
as amplitudes por medidas diretas das intensidades,
considerando um ndmero de correcdes. Entretanto, as
fases relativas das ondas espalhadas sdo perdidastt. O
fator estrutura e a funcéo de densidade eletronica estéo
relacionados pela Equacéo (6):

o m)%z,ﬁy exp|-27i(hx+ky +1) | Eq.(6)
&

E possivel utilizar outra forma de descrigdio mais
compactaem que hx+ky+lz sdo dados por h.r. E com esta
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informacdo, pode-se reescrever a Equacdo (6) e obter a
Equago (7):

p[;{}: %Z ‘F(b}‘expl:—zm(h.r}+f@(b):| Eq.(7)

Na equacdo da densidade eletronica Eq. (7), V é 0
volume da cela unitéria e F(h) é o fator de estrutura na
forma complexa, sendo seu modulo |F(h)| proporcional
a intensidade da reflexdo medida para direcdo hkl. A
quantidade h.r corresponde ao produto escalar entre
0 vetor espalhamento no espago reciproco h e o vetor
posicdo no espaco direto r. O problema da fase fica
evidente na Equacéo (7), umavez que o conhecimento da
fungdo p(r) para cada posi¢éo r da cela unitaria depende
do conhecimento das fases ¢(h) que sdo perdidas no
processo de medida. De uma forma geral, a solucdo
do problema da fase em cristalografia de pequenas
moléculas é obtida por Métodos Diretos ou Método de
Patterson’. Assim, se os fatores de estrutura, F(h), sdo
conhecidos para todas as reflexdes hkl, ent&o, adensidade
eletronica p(r) pode ser calculada para cada ponto xyz,
nacelaunitéria. O que permite a construgdo de um mapa
de densidade €eletrénica tridimensional (3D), tal como
apresentado na Figura 3.

Figura 3. Esquema de representacdo da construcdo de um mapa de
densidade eletronica em 3 Dimensdes com resolucdo compativel para
a identificagdo de um provavel anel aromatico (conforme destacado).
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Coleta de Dados e Solucédo
da Estrutura

Os dados obtidos, por meio de experimentos de
difracdo de raios X, consistem nas intensidades e nas
posi¢cdes dos feixes difratados, a partir dos quais se
pode obter a amplitude dos fatores de estrutura |F(h)).
Toda informagdo explicita das fases dos fatores de
estrutura, @(h), é perdida durante o experimento, o que
impossibilita a determinac8o analitica da estrutura, a
partir das intensidades medidas. As posi¢cdes atdbmicas
sd0 determinadas pelos valores maximos da fungéo de
densidade eletronica p(r) Equacdo (8)"%, em que V é 0
volume da cela unitaria e F(h) € o fator de estrutura na
forma complexa, sendo seu modulo |F(h)| proporcional
a intensidade da reflexdo medida para diregdo hkl. A
guantidade h.r corresponde ao produto escalar entre
0 vetor espalhamento no espago reciproco h e o vetor
posi¢éo no espaco direto r”.

ol r_}=[%ZnF[h_:l exp| 27 I__ﬁ.r]:|=%2‘:f’ (A)ess[-2mi(hr)tio(h)|  Ea.®)

O problema da fase fica evidente, por meio da Equagéo
(8), uma vez que o conhecimento da fungdo p(r) para
cada posicdo r da cela unitaria depende do conhecimento
das fases ¢(h). Com o0 objetivo da obtencdo da fase,
concentra-se a etapa de solucdo da estrutura. Sua solucéo
para a cristalografia de pequenas moléculas, em geral, ¢
obtida por meio dos Métodos Direto e/ou do Método de
Patterson?®, As posi¢Bes atdbmicas sdo correspondentes
aos pontos de maximo da densidade eletronica p(r). Os
programas mais comumente utilizados na resolucéo da
estrutura sdo SHEL X S*, SIRY e/ou DIRDIFS,

Métodos Diretos

Quando medimos o padréo de difragdo, isso nos da
apenas as intensidades (que podem ser transformadas em
amplitudes), mas n&o as fases dos fatores de estrutura.
As fases @(h) s8o mais importantes para a determinacdo
da fungdo densidade eletrénica p(r), em relagdo as
amplitudes. O termo Métodos Diretos € aplicado a
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metodologia desenvolvida por Jerome Karle e Herbert
Aaron Hauptman (laureados com o Prémio Nobel
de Quimica em 1985 pelo trabalho sobre a resolucéo
do problema de fase para estruturas de pequenas
moléculas) cujo objetivo é encontrar as fases dos fatores
de estrutura F(h), por meio de relagbes mateméticas,
diretamente, a partir de um conjunto de intensidades
medidas experimentalmente. E um método amplamente
utilizado na solucdo do problema da fase para pequenas
moléculast®, Em geral, a fase e a amplitude de uma
onda sdo quantidades independentes, mas felizmente, no
caso da difracdo de raios X, as amplitudes dos fatores
de estrutura [F(h)| e as fases ¢(h) estdo relacionadas por
meio do conhecimento da fungdo densidade eletrbnica
p(r), conforme a Equacdo (7)12. Destaforma, seasfases
sd0 conhecidas, as amplitudes podem ser calculadas,
conforme a informacdo da densidade eletrbnica, e
similarmente, as fases podem ser calculadas a partir das
amplitudes.

Desde que p(r) estarelacionado com o fator estrutura
por um procedimento matematico (Transformada de
Fourier), restricdes na densidade eletrénica impdem
restri¢cdes mateméti cas correspondentesnofator estrutura.
Como a amplitude é conhecida, a maioria das restri¢des
limita os valores das fases dos fatores de estrutura e
,em casos favoraveis, sdo suficientes para atribuir os
valores da fase diretamente. A fim de entender como ¢
possivel relacionar estas duas grandezas, umaimportante
propriedade fisica da funcao de densidade eletronica p(r)
deve ser considerada: atomicidade [p(r) € composta por
atomos discretos] .

Para a elaboracdo do mapa de densidade, os métodos
de solucdo devem atender a alguns critérios impostos
parafuncdo densidade, tal como:

* A densidade ¢ sempre positiva;

 E construida de atomos discretos.

Para fazer uso da propriedade da atomicidade da
funcdo de densidade eletronica, € necessario remover
o efeito da forma do &omo do fator de estrutura F(h) e
converté-lo para fatores de estrutura normalizados E(h).
A necessidade do fator de estrutura normalizado vem do
fato que, no inicio daresolugéo de estruturas, somente as
posi¢des atdbmicas interessam e ndo o detalhe da forma
de distribui¢do da densidade eletronica p(r)®. Logo, 0s
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M étodos Diretos séo aquel es que buscam derivar asfases,
por meios dos fatores de estruturas coletados diretamente
de um Unico conjunto de intensidades'?.

No inicio de uma resolucéo estrutural, algumas fases
sdo arbitradas, dentro de certos critérios, e as outras sdo
obtidas por um processo decorrente das relagdes entre as
fases. Posteriormente, essas fases sdo refinadas por um
processo interativo, culminando para as fases corretas.
Com as informagdes de intensidades e fases, a densidade
eletronica pode ser calculada e a estrutura resolvida.
Quando este problema da fase é considerado quase
solucionado, por alguma aproximacdo, imagina-se que o
mapa de densidade eletronica mostrara a posicéo exata
dos &omos na cela unitéria'. I1sto ndo é verdade, pois
seria necessario estender a série de Fourier ao infinito,
relacdo que se torna impossivel'4. Logo, qualquer mapa
de densidade eletronica apresenta um erro. A fim de
aperfeicoar este mapa, utiliza-se o refinamento dos
parémetros estruturais.

O melhor conjunto de fases, como indicados pelas
figuras de mérito, serdo usadas para calculo dos mapas
de densidade eletronica (Figura 3). Frequentemente,
o melhor mapa, de acordo com as figuras de mérito,
revelam muitas das posi ¢cfes atdmicas.

Refinamento

O refinamento ¢ o procedimento de minimizagdo da
discordancia entre os modulos dos fatores de estrutura
observados [F(h)| . e calculados [F(h)|,, que realiza
pequenas modificagdes nos parametros atdmicos
determinados para a estrutura aproximada. Atomos
podem ainda ser acrescidos, por meio da sintese de
Fourier?’s, ¢ ter também seus parametros refinados. O
principio utilizado é o dos Minimos Quadrados®**em que
a soma dos erros ao quadrado € minimizada por meio da
funcéo M dada pela Equacéo (9):

2
N PRI
M =Zwﬂ UF(!{] I;S _|F“'f}‘@: } Eq. (9)
F]
em que w ¢ peso atribuido a cada reflexdo, inversamente

82 Revista Processos Quimicos

‘ ‘ Revista Processos Quimicos - Revisada 11.12.14.indd 82

proporcional ao desvio padrdo que esta associado a
medida da reflexdo h. O refinamento ¢ um processo
interativo na constru¢do do modelo cristalografico,
guiado pela convergéncia e pela consisténcia quimica do
modelo obtido. Em geral, os programas utilizados s&o o
SHEL XL e/ou SIRY.

Esperava-se que, com a evolugdo da informética e
dos equipamentos de coleta de dados, fossem criadas
estratégias automatizadas de refinamento de estruturas,
mas um nimero crescente de estruturas tem requerido a
interven¢ao e a percep¢do humana. Se o refinamento de
uma estrutura ndo converge de um jeito normal, algumas
possiveisacoes podem ser executadas. Problemasdurante
o refinamento aparecem quando os fatores R crescem
incontrolavelmente, ou mudancgas de parametros fazem
a estrutura irreconhecivel. Exclusgo de &omos validos é
geralmente menos prejudicial do que ainclusdo de falsos
e, em qualquer caso, os &omos validos reaparecem em
mapas posteriorest.

Apds a finalizagdo do trabalho de constru¢do do
modelo estrutural, todas as informagdes cristalograficas
podem ser armazenadas em um arquivo-texto (formato
txt*) comum, respeitando o padrdo Crystallographic
Information File (CIF)®, adotado em 1991 pela
International Union of Crystallography (IUCr). Nesta
etapa, 0 autor do trabal ho serareconhecido como detentor
da propriedade intelectual da estrutura trabalhada. Uma
vez construido o modelo estrutural cristalografico e
tendo-se todas as informagdes no formato CIF, a etapa
seguinte é avalidacao.

Validacao da Estrutura
Cristalina

A andlise de possiveis erros referentes ao modelo
construido é feita durante a etapa de validacdo que ira
avaliar a exatiddo e a precisdo desses resultados, sendo
de grande importancia para a qualidade e confiabilidade
das estruturas resolvidas. Os critérios analisados sdo: a
coeréncia quimica na estrutura, o conjunto dos dados, a
precisdo nas distancias e angulos de ligagdo, a qualidade
dos indices estatisticos, a vibragéo térmica dos atomos,
as interagdes intermolecul ares, a desordem no cristal e a
completeza do espaco tridimensiona cristalino. indices
estatisticos sdo utilizados para avaliar a diferenca entre
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o conjunto de dados teoricos X[F(h)| ,, gerado para o
modelo construido, e o conjunto de dados experimentais
Z[F(h)| ., medido a partir do cristal que contém o erro
randémico’?,

Uma avaliacdo estatistica, fazendo uso dos
conjuntos X[F(h)| . e XZ|F(h)|,, pode ser feita com
Figuras de Mérito, indices estatisticos, que indicam
a qualidade de uma estrutura cristalografica, sempre
obtidos pela comparacéo entre os fatores de estrutura
medidos experimentalmente e aqueles calculados
teoricamente. O grau com que a distribuicdo das
diferengas entre os conjuntos X|F(h)| . e Z[F(h)|,
se agjusta aos valores esperados, afetados pelos erros
randémicos, pode ser avaliado através do teste do X?
(chi-quadrado)??, dado pela expressao do Goodness of
Fit (Goof) ou simplesmente S (para 0 SHELXL-97)
Equacéo (10):

¥ 5 (]?sz
(e
o b ‘\‘F(ﬁ'}iz:s ‘F("',}L;)

£ : Eq. (10)
[‘m - n}

Em que m corresponde ao nimero de observaces,
n, ao nimero de parametros independentes refinados.
Goof > 5 indica algum problema com um dos conjuntos
SIF()]
do que a unidade, ndo tem significado fisico ¢ a unidade ¢
seu valor ideal%. Teoricamente, por ajustes no fator peso,
w, pode se chegar a valores de S proximos da unidade.
O grau de precisdo do modelo cristalografico construido
e a estrutura real podem ser avaliados pelos indices de
discordancia (residual factors), calculado a partir do

ou X[F(h)|,, e Goof, significativamente menor

quantitativo total desviado entre os conjuntos X|F(h)| .. &
Z[F(h)| ,, dado pela Equagdo (11):
|F( h)| —|F(A)
9.1 i M . W R

> lFa),

Jul / Dez de 2014

‘ ‘ Revista Processos Quimicos - Revisada 11.12.14.indd 83

Para uma estrutura confiavel, o valor de R deve
estar entre 0,02 ¢ 0,06, apds o refinamento. Elevados
a0 quadrado, todos os fatores de estrutura associados,
os correspondentes as reflexdes mais intensas t€ém um
peso maior em relagdo aos correspondentes as reflexdes
fracas. Pode-se, entdo, com a Equacdo (12) avaliar
alternativamente o refinamento,

142

> w{r(af, (), |

R = Eq.(12)

>, )

Os limites maximos para o vaor de R, Equacdo
(11), baseados na distribuicdo randdmica de
atomos dentro da cela unitaria, sdo 0,83 e 0,59 para
estruturas centrossimétricas e nado-centrossimétricas,
respectivamente. Valores aceitéveis para R, Rw e Goof
indicam a convergéncia do refinamento e reforcam a
confianca no modelo construido, mas nio evidenciam
de forma absoluta que os resultados obtidos estejam
corretos.

O senso quimico é um excelente indicador da
qualidade estrutural, contudo, os dados estatisticos e
cristalograficos devem ser prioritarios na analise.

TESTESDE VALIDACAO

Os testes de vaidago sdo frequentemente executados
com o PLATONZ, um programa de amplo uso no
trabalho cristalografico que contém varios procedimentos
computacionais e graficos, para a analise dos resultados na
determinac@o e/ou no refinamento da estrutura cristalina.
Entre as varias ferramentas disponiveis®, podem-se citar
aquelas relacionadas com reducdo de dados, desenhos
graficos, validagdo e construcao do arquivo CIF.

Finalizado o trabaho de construcdo do modelo
estrutural, todas as informagdes cristalograficas podem
ser armazenadas no arquivo CIF. Esseformato de arquivo
armazena cada informagao cristalografica através de um
codigo para o item no formato ASCIIZ,

Apds toda a etapa de validagdo e analise de dados,
o modelo cristalografico no formato CIF pode ser
depositado no banco de dados apropriado. Para pequenas
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moléculas, geramente, utiliza-se 0 CCDC, mantido pelo
Cambridge Crystallographic Data Centre.

Aplicacoes Tecnoldgicas

Mediante a todo arcabouco de conhecimentos
da metodologia cristalografica, a sua aplicacdo, em
determinadas &reas, € de suma importancia, sobretudo,
quando tratamos da elucidacdo estrutural de substancias
obtidas, tanto por vias de sintese, como isoladas de fontes
naturais. Contudo, destacamos que este conhecimento
sobre o arranjo tridimensional molecular, juntamente
ao ordenamento periddico dos dtomos ou moléculas, ¢
extremamente Util para o entendimento das propriedades
quimicas, fisico-quimicas e bioldgicas dos compostos
para os mais variados ramos da ciéncig’.

Naindustriafarmacéutica, o processo de descobertae
desenvolvimento de novos farmacos requer demanda de
tempo na ordem de 10 anos, processos elaborados com
ata propriedade intelectual, sistematizado e bastante
rigoroso, além de envolver atos custos. Do inicio do
projeto até a introdugdo de um farmaco no mercado
farmacéutico, sdo investidos até 15 anos em pesquisa
e desenvolvimento (P&D), e estima-se que, em alguns
casos, 0s gastos totais podem chegar a niUmeros de até
US$ 1 bilh&o*?,

Atualmente, um dos grandes desafios de inovagdo
das industrias farmacéuticas esta ligado a questdo dos
farmacos que apresentam polimorfismo, chamados
de farmacos polimoérficos. Estes solidos sdo assim
denominados, poispodem apresentar diferentesestruturas
cristalinas para um determinado composto.

Determinar a estrutura cristalina de um composto
ativo é uma das primeiras etapas do desenvolvimento
de uma molécula com potencial interesse tecnoldgico,
e 0 conhecimento de sua estrutura pode sugerir 0 quéo
facilmente ela pode ser formulada, ter aplicabilidade
bioldgica e aludir sobre a sua durabilidade. Todavia, os
compostos farmacéuticos podem existir em diferentes
formas, apresentando diferentesarranjosestruturais, logo,
diferentespropriedadesfisicase quimicas. Estefendmeno
do polimorfismo, como ja mencionado, ¢ atualmente
um grande problema na indUstria farmacéutica, pois
afeta diretamente a qualidade e eficacia de um farmaco,
podendo resultar em ineficacia farmacéutica e também
toxicidade. Por isso, o conhecimento dos diferentes
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polimorfos de um cristal € essencial, antes dos estudos
clinicos e dos testes de estabilidade, aludindo que a
cristalografia de monocristais, por difragdo de raios X
fornece tais informacfes estruturais que podem fazer a
caracterizagéio destes farmacos polimorficos?.

MINERALOGIA

No campo de estudo da ciéncia dos minerais —
mineralogia, a utilizagdo do método cristalografico
€ de extrema notoriedade, uma vez que um minera
¢ um soélido de ocorréncia natural com um arranjo
atémico altamente ordenado e com composi¢ao quimica
homogeénea e definida. A determinagdo de sua estrutura
cristalina fornece informagdes sobre posicdo atdmica,
tipo de ligagbes e a composi¢do quimica dos blocos
componentes basicos dos minerais. Informacfes essas
fundamentais para os conceitos da cristaloquimica que
esté relacionada com a composi¢do quimica, estrutura
internaeaspropriedadesfisicasdosmateriaiscristalinos®.
O método da cristalografia de raios-X ¢ utilizado para
determinar a estrutura atdbmica dos minerais, desde
1920, sendo, assim, a mineralogia 0 ramo mais antigo
da cristalografia. A utilizagdo do método cristalografico,
para o estudo e entendimento dos minerais, remete a
significativos avangos e¢ informagdes que existem hoje
sobre as rochas, formagdes geologicas e historia da terral.

MACROMOLECULAS

As macromol écul as (mol écul as com massa molecular
€elevada e formadas por um grande nimero de &omos de
ordem superior a 1000 atomaos) sdo uma das importantes
classes de moléculas bioldgicas, como proteinas, acidos
nucleicos e virus. A cristalografia para macromoléculas
¢ notoria, sendo uma grande area de aplicacdo desta
metodologia. A determinagdo da estrutura de uma
macromolécula é de extremo estimo, numa era em
gue os proteomas ganham importancia fundamental, a
determinacdo da primeira estrutura atbmica da matéria
foi realizada por Bragg. No entanto, s6 ap6s 45 anos, foi
possivel a resolucdo da primeira estrutura de proteinas
por M. F. Perutz e J. C. Kendrew, tratava-se da estrutura
da mioglobina, que rendeu aos autores o Prémio Nobel
de Quimicaem 1962%.

O principal caminho tecnologico utilizado para a
resolucdo da estrutura cristalina de macromoléculas
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biologicas tem sido a cristalografia por difragdo de
raios X, sendo até hoje a principa metodologia para
o entendimento da estrutura de macromoléculas
biologicas®?®. A abordagem moderna para o
desenvolvimento de drogas fundamenta-se no principio
farmaco-receptor, que se da através de mecanismos de
complementaridade estérica, quimica e geométrica entre
o ligante e a macromolécula alvo. Uma vez conhecida
a estrutura de uma enzima como alvo patogénico, estas
informacBes tornam-se valiosas na busca de possiveis
inibidores®.

Consideracoes Finais

A Assembleia Geral das NacBes Unidas elegeu
2014 como o Ano Internacional da Cristalografia,
em reconhecimento as contribuicdes desta &ea do
conhecimento para a compreensdo da natureza e
suas aplicagbes. Ao fazer a declaracdo formal do ano
internacional, vérias agdes, divulgando aimportanciae o
impacto destaérea, tém sido realizadas em todo 0 mundo.
A Cristalografia ¢ uma area da ciéncia que se dedica, por
exceléncia, a0 estudo dos cristais e ao entendimento
da sua estrutura molecular, tanto dos cristais minerais
(encontrados em abundancia na natureza), quanto dos
cristais de proteinas, obtidos sob condi¢des controladas
nos mais modernos laboratorios de bioquimica. Em
um sentido amplo do termo, a Cristalografia pode ser
vista como uma viagem ao interior dos cristais, com o
objetivo de entender suas propriedades, de desbravar sua
organizacdo atbmicae deinferir sobre suas caracteristicas
fundamentais.

A diversidade dos cristais encontrados na natureza €
umabelezaaparte, tanto pelasimetriainterna, quanto pela
forma externa. Nesse sentido, o trabalho cristalografico
€ um misto de arte e ciéncia, uma vez que cada cristal
exibe particularidades Unicas de organizagdo das suas
moléculas, 0 que os tornam admiréveis. Essa organizacéo
singular exige um so6lido conhecimento cientifico
para descrever suas propriedades com seguranca e
qualidade, por meio das mais complexas metodologias
experimentais.

Ao olharmos para a histéria da ciéncia, varias
conquistas podem ser pontuadas por essa aea do
conhecimento: desde a simples estrutura do cloreto
de sddio (sal de cozinha) até as complexas estruturas
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de proteinas do organismo humano. Varios nomes da
ciéncia como William Bragg, Linus Pauling, Herbert
H. Hauptman, dentre outros, receberam o prémio Nobel
pela significativa contribui¢do a Cristalografia. Hoje, a
relevanciaeoimpacto delapodem ser observadosno atual
entendimento das ligagdes quimicas e no fundamento
moderno da obtengéo de novos farmacos.

Outro aspecto da Cristalografia, a ser pontuado,
refere-se a ampla aplicagdo tecnologica proporcionada
pelo entendimento dos cristais. Seria inconcebivel
pensarmosadescobertadenovosfarmacos, divorciando-a
do entendimento de suas estruturas moleculares. Seria,
também, impossivel o entendimento atual das funcoes
das proteinas se suas respectivas estruturas moleculares
ndo fossem conhecidas. Haveria uma expressa lista
de argumentos a favor do suporte dado pela pesquisa
basica a pesquisa aplicada, que, como consequéncia,
alicerga as agdes de inovagdo. O estudo da historia da
ciéncia, em geral, e da histéria da Cristalografia, em
particular, mostra isso. Os primeiros pesquisadores em
Cristalografia atuavam, particularmente, na academia
e, com 0 avancar da pesquisa aplicada e da inovagéo
tecnologica, uma significativa parte deles passou a atuar
nos setores produtivos, com destaque para a mineragdo e
para aindistria farmacéutica.

Os processos educacionais, sobretudo, em nivel de
graduacdo, sempre enquadraram a Cristalografia como
sub-drea da Fisica, da Quimica e, mais recentemente,
da Biologia Estrutural. Tal visdo se justifica na propria
esséncia, extensdo e abrangéncia da Cristalografia.
Contudo, ndo se pode perder de vista a independéncia
dessa area das demais. Ela possui trajetoria, pressupostos
e fundamentos Unicos.
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